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RESUMO 
 
O carrapato bovino Rhipicephalus microplus é um ectoparasita que transmite patógenos 
causadores de doenças, como babesiose (Babesia bovis e B. bigemina) e anaplasmose 
(Anaplasma marginale). Como as vacinas comerciais atualmente disponíveis oferecem apenas 
uma proteção parcial contra R. microplus, a necessidade de se buscar vacinas mais eficientes é 
uma tarefa contínua. Proteínas recombinantes foram avaliados usando diferentes estratégias de 
imunização e elas representam uma grande promessa de potenciais vacinais. Este trabalho teve 
como objetivo principal, selecionar antígenos candidatos à vacina contra carrapatos 
Rhipicephalus microplus e posteriormente caracterizar, por métodos moleculares, 
desenvolvendo uma vacina baseada na proteína recombinante rRmLTI-rBmCG-LTB contra o 
ectoparasita. Outro objetivo deste trabalho, foi avaliar por métodos in silico, a possibilidade de 
criar uma vacina global baseada em epítopos conservados da proteína Bm86, contra carrapatos 
Rhipicephalus microplus. Os antígenos selecionados são partes das proteínas RmLTI e Bm86-
CG, fusionados a um antígeno de Escherichia coli (subunidade B). Nesta mesma bactéria, em 
cepas distintas, foi possível clonar e expressar a proteína recombinate rRmLTI- rBmCG-LTB 
e caracterizá-la por Western blotting. A proteína recombinante foi avaliada como potencial 
imunógeno em teste de estábulo com modelos bovinos. A proteína recombinante 
homogeneizada em adjuvante Montanide™ ISA 61 (Seppic), obteve 55,6% de eficiência 
vacinal. A análise dos soros dos bovinos em teste ELISA possibilitou verificar que a proteína 
recombinante rRmLTI- rBmCG-LTB, aumentou a imunidade humoral adquirida contra este 
antígeno. Conclui-se que, foi possível selecionar os antígenos contra o carrapato Rhipicephalus 
microplus, além de caracterizar e desenvolver uma proteína recombinante com os antígenos 
selecionados. Apesar da eficiência encontrada para os antígenos serem razoáveis, pesquisas 
para melhorar esta ferramenta de controle serão indispensáveis. Com relação à possiblidade de 
se fazer uma vacina global, distintas análises in silico possibilitaram obter três epítopos 
conservados para a proteína Bm86, que podem ser reconhecidos por células B e MHC, 
tornando-se potenciais imunogênicos tanto para populações de Rhipicephalus microplus de 
regiões geograficamente distintas como para a espécies irmã como R. australis, além de outras 
espécies como R. annulatus, R. decoloratus, devido ao carater conservado de seus peptídeos. 
 
Descritores: Ixodes. Bovino. Quimera. Vacinas recombinantes.  
 
 
ABSTRACT 
 
The bovine tick Rhipicephalus microplus is an ectoparasite that transmits disease-causing 
pathogens such as babesiosis (Babesia bovis and B. bigemina) and anaplasmosis (Anaplasma 
marginale). As commercial vaccines available currently offer only partial protection against R. 
microplus, the need to seek more effective vaccines is an ongoing task. Recombinant proteins 
were evaluated using different immunization strategies and they present a great promise of 
vaccine potentials. The main goal of this work was to select candidate antigens for the 
Rhipicephalus microplus tick vaccine and to characterize by molecular methods, besides 
developing a vaccine based on recombinant rRmLTI-rBmCG-LTB protein against ectoparasite. 
Another goal of this work was to evaluate by in silico methods the possibility of creating a 
global vaccine based on conserved epitopes of Bm86 protein against Rhipicephalus microplus 
ticks. The selected antigens are portions of the RmLTI and Bm86-CG proteins, fused to an 
Escherichia coli (B subunit) antigen. In this same bacterium, in distinct strains, it was possible 
to clone and express the recombinant rRmLTI-rBmCG-LTB protein and to characterize it by 
Western blotting. The recombinant protein was evaluated as a potential immunogen in a stable 
bovine test. The recombinant protein homogenized in Montanide ™ ISA 61 (Seppic) adjuvant, 
obtained 55.6% vaccine efficacy. Analysis of bovine sera in the ELISA test showed that the 
recombinant rRmLTI-rBmCG-LTB protein increased the humoral immunity acquired against 
this antigen. It was concluded, was possible to select the antigens against the tick Rhipicephalus 
microplus, besides characterizing and developing a recombinant protein with the selected 
antigens. Although the efficiency found for the antigens is reasonable, research to improve this 
control tool will be indispensable. Regarding the possibility of making a global vaccine, 
different in silico analyzes allowed to obtain three conserved epitopes for the Bm86 protein, 
which can be recognized by B and MHC cells, becoming immunogenic potentials for both 
populations of Rhipicephalus microplus from geographically distinct regions as for sister 
species such as R. australis, in addition to other species such as R. annulatus, R. decoloratus, 
due to the conserved character of their peptides. 
 
Subject headings: Ixodes. Bovine. Chimera. Recombinants vaccines. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
Doenças transmitidas por carrapatos são ocorrências comuns ao redor do mundo, 
entretanto algumas doenças são negligenciadas no Brasil. Além das limitações relacionadas ao 
seu diagnóstico e manejo clínico, o controle e a prevenção dessas doenças é um fator 
complicador, pois requer a ruptura de uma complexa cadeia de transmissão, envolvendo 
hospedeiros vertebrados e carrapatos, que interagem em um ambiente em constante mudança 
(DANTAS-TORRES et al., 2012; LABRUNA et al., 2011). 
Os carrapatos foram os primeiros artrópodes a serem estabelecidos como vetores de 
patógenos e atualmente são reconhecidos, juntamente com os mosquitos, como os principais 
vetores artrópodes de agentes de doenças, tanto em humanos com em animais em todo o mundo 
(COLWELL et al., 2011; JONGEJAN; UILENBERG, 2004). Além disso, a incidência de 
doenças transmitidas por carrapatos (Tick-Borne Disease - TBD) estão aumentando em todo o 
mundo (MATIAS et al., 2015; NICHOLSON et al., 2010; PIESMAN, EISEN, 2008). 
Nos últimos anos, o espectro de TBD que afetam animais domésticos/selvagens e seres 
humanos, com grande importância zoonótica, como riquetsiose, erliquiose e borreliose de 
Lyme, estão ganhando cada vez mais atenção dos pesquisadores. Com o desenvolvimento da 
biologia molecular, novas espécies, linhagens ou variantes genéticas de microrganismos estão 
sendo detectadas em carrapatos em todo o mundo (DUH et al., 2010; PACHECO et al., 2011).  
Portanto, a lista de potenciais patógenos transmitidos por carrapatos continua a 
aumentar (AGUIRRE et al., 2018; PRIT et al., 2011; SHAPIRO et al., 2010). Alguns desses 
agentes, como Rickettsia slovaca, Rickettsia parkeri e Rickettsia massiliae, foram identificados 
em carrapatos, décadas antes de estarem associados a doenças humanas (PADOCK et al., 
2009). 
Outros agentes patogênicos transmitidos por carrapatos, como muitos flavivírus, o vírus 
da febre hemorrágica Omsk, vírus da encefalite de Powassan e vírus da doença das florestas de 
Kyasanur, foram associadas as doenças humanas em novas regiões geográficas (DOBLER, 
2010; PIESMAN; EISEN, 2008).  
O carrapato Rhipicephalus microplus transmite patógenos causadores de doenças, como 
babesiose (Babesia bovis e B. bigemina) e anaplasmose (Anaplasma marginale). Este 
ectoparasita está mundialmente distribuído entre as regiões tropicais e subtropicais. As 
infestações causadas por este carrapato, causam enormes perdas na pecuária, sendo que, o 
controle e a transmissão de doenças transmitidas por carrapatos continuam a ser um grande 
desafio (DANTAS-TORRES et al., 2012; HORN, 1983;. WILLADSEN; JONGEJAN, 1999). 
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O controle químico é, ainda, o mais utilizado no combate ao carrapato e a sua 
administração pode ser feita por diferentes formas: aspersão, banho de imersão, aplicação no 
dorso (pour on) e injeção (ANDREOTTI et al., 2002). Porém, para a maioria dos químicos, 
como por exemplo, formamida, piretróide e organofosforados utilizados contra estes 
ectoparasitas, já foram registradas populações de carrapatos resistentes (ALVES-BRANCO et 
al., 1992).  
Um estudo de revisão pode demonstrar que o valor de resistência em 47% de todas as 
avaliações ao utilizar o teste de imersão de adultos (TIA), apresentou falha no controle químico, 
em algumas regiões do país, independente da classe de acaricida utilizada (HIGA et al., 2016). 
Portanto, a busca por métodos de controle alternativos torna-se cada vez mais necessária. 
O controle de carrapatos por meio de vacinas é uma alternativa ao uso de acaricidas. 
Alguns exemplos de vacinas que usam a proteína Bm86 como um imunógeno contra carrapatos 
incluem uma que não está mais disponível no mercado, TickGardPLUS (anteriormente, Intervet 
Austrália) (WILLADSEN et al., 1995) e a comercialmente disponível GavacTM (Heber Biotec) 
(CANALES et al., 1997). Entretanto, estas vacinas ainda não asseguram o grau de proteção que 
são necessários para suprimir o uso de acaricidas (WILLADSEN et al., 1996). 
O desenvolvimento de vacinas contra o carrapato representa uma das alternativas mais 
promissoras para o controle químico, podendo ainda ser utilizada em conjunto com acaricidas 
em controle integrado, possuindo vantagens como a especificidade à espécie, segurança 
ambiental e para a saúde humana, fácil administração e um custo menor. Para o 
desenvolvimento inicial de uma vacina é necessário, além da identificação de proteínas capazes 
de induzir uma resposta imune protetora, testar em modelos experimentais o potencial 
imunogênico destas proteínas (WIKEL, 1996). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 Rhipicephalus microplus 
 
2.1.1 História 
 
Na América Latina, a origem do carrapato que utiliza animais bovinos como hospedeiro, 
está ligado à história do processo civilizatório de grande parte da humanidade. Junto com o 
Homem, vieram animais domésticos como o boi e com estes, vieram os carrapatos além de 
outros parasitas. Portanto, R. microplus não é um parasita nativo da América do Sul 
(GONZALES, 2003).  
A origem do carrapato R. microplus na América do Sul vem da Ásia, por meio das 
expedições exploratórias registradas na história; sua expansão e introdução ocorreram da 
movimentação de animais e mercadorias e foram se estendendo para as regiões tropicais e 
subtropicais como Austrália, México, América Central, América do Sul e África (NUÑEZ et 
al., 1982).  
No Brasil, sua introdução possivelmente aconteceu no início do século XVIII no estado 
do Rio Grande do Sul, por meio de compra de animais trazidos do Chile. Encontra-se hoje 
distribuído em todo o país, variando de intensidade de acordo com as condições climáticas e os 
tipos raciais de bovinos explorados (GONZALES et al.,1975). 
Popularmente conhecido como “carrapato-do-boi”, leva a perdas econômicas e 
sanitárias na produção de leite e carne, danos no couro causados por reações inflamatórias nos 
locais de fixação do carrapato e pela transmissão de doenças, como a tristeza parasitária bovina 
(TPB) que pode ser causada por hemoprotozoários do gênero Babesia e pela bactéria do gênero 
Anaplasma (ANDREOTTI, 2010). 
 
2.1.2  Taxonomia e filogenia 
 
De acordo com National Center for Biotechnology Information - NCBI (txid6941) 
Rhipicephalus microplus (Canestrini 1888) é um organismo celular pertencente ao Super-reino 
Eukariota, Opisthokonta, Reino Metazoa, Eumetazoa, Bilateria, Protostomia, Ecdysozoa, 
Panarthropoda, Filo Arthropoda; Subfilo Chelicerata; Classe Arachnida; Subclasse Acari; 
Super ordem Parasitiformes; Ordem Ixodida; Super família Ixodoidea. Família Ixodidae; 
Subfamília Rhipicephalinae; Gênero Rhipicephalus; Subgênero Boophilus. 
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Carrapatos do complexo R. microplus se distribuem em cinco taxa: R. australis, R. 
annulatus, R. microplus sensu clado A, R. microplus sensu clado B (BURGER et al., 2014), e 
R. microplus sensu clado C (LOW et al., 2015). Métodos baseados no DNA mitocondrial estão 
auxiliando taxonomistas quando há dificuldades em estabelecer diferenças morfológicas para 
distinguir membros do complexo R. microplus. 
Estudo de filogenia realizado no Brasil com o uso do DNA mitocondrial (COI) pôde 
observar que o haplótipo 3 (H3) apresentou divergência entre o restante dos haplótipos da 
população brasileira de R. microplus. Portanto, a análise haplotípica consiste em pelo menos 
duas populações brasileira diferentes de R. microplus (CSORDAS et al., 2016). 
 
2.1.3 Morfologia e ciclo biológico 
 
Estruturalmente, as formas ninfas e adultas de Rhipicephalus microplus possuem quatro 
pares de patas, enquanto as larvas possuem três. As fêmeas desta espécie (Figura 1) podem 
chegar a 13 mm de tamanho e, quando ingurgitadas, tendem a aumentar sua dimensão corporal 
em até 200 vezes junto com seu peso, ao ingerir 0,5 mL a 3 mL de sangue. Os machos (Figura 
1) mede cerca de 1,5 a 2,5 mm de extensão e possui dois pares de placas adanais, além de uma 
proeminência em forma de cauda. O gnatossoma ou capítulo tem formato hexagonal, curto, 
achatado, com a base aderida à parte anterior do corpo, o que caracteriza essa espécie 
(BARROS-BATTESTI et al., 2006). 
 
Figura 1 - Fêmea ingurgitada e macho de Rhipicephalus microplus 
 
Fonte: Museu do carrapato – Embrapa Gado de Corte (2018). 
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O carrapato Rhipicephalus microplus é monoxeno, ou seja, o ciclo de vida parasitário é 
desenvolvido em apenas um hospedeiro, a outra fase do ciclo é a de vida livre que se inicia 
quando a fêmea está pronta para a oviposição, então se desprendem do hospedeiro, seguem em 
direção ao solo e se abrigam entre a vegetação (Figura 2). Esses abrigos fazem parte da 
estratégia utilizada por este carrapato, para fugir de possíveis predadores e depositar seus ovos 
o mais perto possível de prováveis hospedeiros (DANTAS-TORRES, 2010; GONZALES et 
al., 1975). 
 
Figura 2 - Ciclo de vida monoxeno do carrapato Rhipicephalus microplus 
 
Fonte: Museu do carrapato – Embrapa Gado de Corte (2018). 
 
Cerca de 50% a 60% da massa corporal da teleógina é convertida em aproximadamente 
3000 a 4000 ovos. Por consequência, as teleóginas podem provocar anemia aos hospedeiros, 
dependendo da infestação, transmitir patógenos via repasse sanguíneo, lesão na pele dos 
animais, além de produzir a próxima geração de carrapatos aptos a infestarem novamente seus 
hospedeiros (BARROS-BATTESTI et al., 2006; FURLONG, 1993). 
Durante a postura da teleógina, os ovos são impermeabilizados pelo órgão de Gené, este 
órgão é responsável por manter os ovos lubrificados e aglutinados, evitando que se desidratem. 
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Os ovos, em condições favoráveis (27º C e umidade 80%), eclodem entre 15- 21 dias (DE LA 
VEGA et al., 2012; GONZALES et al., 1975; SONENSHINE, 2014). 
Os ovos, ao eclodirem, darão origem a larvas que terão período médio de 18 a 26 dias 
para a fase parasitária. As larvas infestantes, são geotropicamente negativas, ou seja, se 
posicionam nas pontas das folhas na pastagem e aguardam o hospedeiro passar por entre as 
pastagens por 6 meses ou mais. As larvas parasitárias, sofrem duas ecdises e a diferenciação 
sexual quando se transformam em machos ou fêmeas; estas fêmeas quando adultas, irão se 
desenvolver em teleóginas, as quais pelo hábito hematófago irão se alimentar dos hospedeiros, 
até o momento da nova postura e os machos permanecem mais tempo sobre o hospedeiro e se 
acasalam com outras fêmeas. Assim, 95% dos parasitas se encontram no ambiente em estágio 
de ovos, larvas e teleóginas, enquanto apenas 5% estão nos hospedeiros (BARROS-BATTESTI 
et al., 2006; DE LA VEGA et al., 2012; REY, 2001; SONENSHINE, 2014). 
 
2.2 Problemas na saúde pública e prejuízos econômicos causados pelo Rhipicephalus 
microplus 
 
O método mais comumente usados para o controle do carrapato, é a aplicação direta de 
acaricidas aos animais hospedeiros. Embora, o controle químico deste ectoparasita tenha 
reduzido o índice de doenças transmitidas por carrapato para os animais, ajudando no aumento 
da produção da pecuária, os efeitos desses agentes ao longo do tempo representam alto risco 
para a saúde pública, podendo permanecer ativos no meio ambiente, afetando ecossistemas 
(JAVARONI et al., 1991).  
Sendo assim, o monitoramento e a vigilância desses produtos em águas, solos, alimentos 
e ar se fazem necessário. Portanto, este método de controle contra carrapato pode comprometer 
a segurança alimentar e atinge diretamente o mercado consumidor, que busca cada vez mais 
por alimentos saudáveis e produzidos de forma sustentável (BRASHEARS; CHAVES, 2017; 
FURLONG et al., 2007). 
A perda de um animal ou a redução de sua produtividade, pode afetar mais de um tipo 
de capital como os possíveis efeitos adversos na saúde pública, como o risco a intoxicação do 
operador no manuseio do acaricida. Essas pessoas tendem a diminuir o cuidado durante a 
manipulação, devido a alta frequência do uso desses produtos, que são tóxicos, ao serem 
absorvidos pela pele. Por consequência do uso desses venenos, que atuam principalmente no 
sistema nervoso central, podem causar alergias, intoxicações e processos tumorais (FURLONG, 
2007).  
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Com relação a questão do limite mínimo de resíduo permitido pela legislação, aqueles 
que não estiverem capacitados a produzir leite e carne com qualidade e sem resíduos, sofrerão 
as penalidades do mercado. Será cada vez mais forte a pressão, tanto da indústria quanto da 
sociedade, para a aquisição de leite com níveis de resíduos dentro dos padrões mundialmente 
recomendados para a segurança alimentar (FURLONG, 2007). 
Além de todos os riscos e impacto comercial, o controle químico, através principalmente 
da formamida, piretróide e organofosforados, tiveram registradas populações de carrapatos 
resistentes (ALVES-BRANCO et al., 1992; BARROS et al., 2013). Em um trabalho de 
resistência, foi demonstrado com o uso do teste de imersão de adultos (TIA), a ocorrência de 
falha no controle químico, apresentando uma eficácia menor de 90% em várias localidades no 
Brasil, chegando a uma resistência de 48%, independente do acaricida que foi utilizado (HIGA 
et al., 2016). 
Outro fator problemático é que tantos animais domésticos ou selvagens, desempenham 
papéis importantes como reservatórios zoonóticos de patógenos, que são transmitidos por 
carrapatos aos seres humanos. Sendo assim, devido a sua alimentação de sangue ser um hábito 
obrigatório, se tornam importantes vetores de várias classes de microrganismos de relevância, 
tanto para saúde pública como veterinária. A estimativa de que no Brasil, existam cerca de 71 
espécies de carrapatos pertencentes a família Ixodidae e Argasidae (KRAWCZAK et al., 2015; 
LABRUNA et al., 2016; MUÑOZ-LEAL et al., 2017; WOLF et al., 2016). O potencial de 
transmissão de transmissão de doenças por estes vetores, justifica a necessidade de buscar por 
formas de controle mais eficazes. 
As doenças transmitidas por carrapatos afetam 80% da população bovina do mundo e 
estão amplamente distribuídas pelos continentes, particularmente nos trópicos e subtrópicos, 
sendo amplamente aceito que as doenças hemoparasitárias transmitidas por carrapatos são as 
doenças de bovinos mais importantes no mundo (DE CASTRO, 1997). 
Estima-se, que os custos globais associados a carrapatos e TBD em bovinos tenham sido 
entorno de US $ 18 bilhões ao ano. No Brasil, o prejuízo econômico anual é de US $ 3,24 
bilhões. Quando combinados parasitas internos e externos, a perda econômica anual chegou a 
US $ 13,96 bilhões. (DE CASTRO, 1997; GRISI et al., 2014). 
Existem outros métodos, ditos alternativos para o controle de carrapatos, apesar de sua 
resposta ainda pouco expressiva. Dentre os métodos, estão: seleção de bovinos resistentes aos 
carrapatos (TEODORO et al., 2004), rotação de pastagens (ELDER et al., 1980), cultivo de 
pastagens que dificultam a sobrevivência das larvas (SUTHERST et al., 1982), controle 
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biológico com o uso de Egretta íbis – ou garça-vaqueira (ALVES-BRANCO et al., 1983), e 
formigas (GONZALES et al., 1975). 
Controle utilizando patógenos como o fungo Beauveria bassiana (CORDOVÉS, 1997) 
e a bactéria Cedecea lapagei (BRUM, 1988), fitoterápicos (ANDREOTTI et al., 2013) e a 
utilização de gado Nelore como higienizadores para outras raças, como Angus, quando animais 
Nelore são infestados por carrapatos, os instares imaturos tentam se desenvolver, mas os perfis 
genéticos do Nelore, inibem o desenvolvimento do carrapato, fazendo dessa forma uma 
higienização do campo (ANDREOTTI et al., 2018). 
As vacinas surgem neste contexto como uma ferramenta promissora para o controle do 
carrapato, podendo ser usadas em associação com o controle químico ou biológico, diminuindo 
o número de aplicações dos acaricidas, custos gerais envolvidos e os impactos sobre o ambiente, 
saúde animal e na saúde pública. Em meio à grande procura de outros métodos que possam 
auxiliar no controle do carrapato, as vacinas, com a indução da resposta imune em bovinos e 
contra os carrapatos, tem mostrado resultados positivos (ANDREOTTI et al., 2002; CUNHA 
et al., 2012; FURLONG; 2007). 
 
2.3 Resposta imune do hospedeiro contra carrapatos 
 
Anticorpos podem conferir resistência neutralizando antígenos que os carrapatos 
injetam dentro de seus hospedeiros e, uma vez que o sangue do hospedeiro é ingerido, os 
sistemas hemostático e imune são capazes de danificar os tecidos do parasita (CASADEVALL; 
PROFSKI, 2001; WIKEL, 1996). 
O conceito de resposta imune clássica inicia a partir do contato primário do sistema 
imune com o antígeno, estes antígenos, estão relacionados com a resistência do hospedeiro ao 
parasita e há o processamento destes, pelas células apresentadoras de antígeno (APC). 
Posteriormente, ocorre apresentação dos determinantes antigênicos às células 
imunocompetentes CD4+, estas células são associadas ao Complexo Maior de 
Histocompatibilidade do Tipo II (MHC-II) (BONA et al.,1998; BROSSARD; WIKEL, 2004). 
Pode ocorrer a apresentação destes determinantes as células CD8 +, associadas ao 
MHC-I, as quais modulam a resposta protetora com a produção de citocinas. Dependendo dos 
tipos de citocinas produzidas, estas serão direcionadas a resposta para células T helper -2 (Th2), 
que conta com uma maior produção de anticorpos por linfócitos B, ou Th1, que tem o tipo de 
resposta celular predominante (BONA et al.,1998). 
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A célula Th, é um tipo de célula ativada e participa de respostas independentes de 
fagocitose, além de regular negativamente as respostas pró-inflamatórias induzidas por células 
Th1. As células Th2 segregam interleucina (IL) -4, IL-5 e IL-6 (GUY, 2007). 
A memória imunológica ocorre por células T e B e depende do antígeno que irá 
estimular um dos tipos celulares, no contato prévio. Quando o contato primário inicia, a maioria 
das células T e B são marcadas e morrem por apoptose, algumas não marcadas para sofrerem 
apotose, são selecionadas para gerar células de memória, com uma alta afinidade por antígeno 
específico (SPRENT, 1997); essas células são marcadas por moléculas de adesão (marcadores 
de superfície celular) que interagem com fatores inibidores das funções pro apoptóticas (CORY, 
1995). 
A resposta imune de bovinos contra determinados antígenos é heterogênea, mas sempre 
tem uma maior produção que pende ou para resposta do tipo Th1 ou do tipo Th2 (BROWN et 
al., 1993). Esta heterogeneidade relaciona-se com o perfil de citocinas produzidas e secretadas.  
Nos anticorpos, as diferenças estão relacionadas com as classes de imunoglobulinas 
produzidas, como em bovinos, as classes IgG1 e a IgG2 fixam o sistema complemento, sendo 
que a IgG2 tem maior atividade para mediar a fagocitose em relação à IgG1 (McGUIRE et al., 
1979). A produção de IgG1 por linfócitos B é induzida pela interleucina-4 (IL-4) enquanto que 
o interferon (IFN-γ) estimula a produção de IgG2 (ESTES et al., 1995). 
A importância de entender melhor o envolvimento da resposta imune dos hospedeiros 
contra R. microplus, bem como os mecanismos de evasão do parasita ao sistema imune do 
hospedeiro, facilitará o desenvolvimento de métodos vacinais, que auxiliem em uma resposta 
imune bem sucedida contra o carrapato. 
 
2.4 Vacinas contra Rhipicephalus microplus 
 
O controle imunológico desenvolvido por vacinas contra os carrapatos vem sendo 
pesquisado há mais de meio século. Esses potenciais vacinais devem conter epítopos (é a menor 
porção do antígeno com potencial de gerar a resposta imune), que são produzidos pelos próprios 
carrapatos e que promovam a imunidade nos bovinos (ROBERTS, 1968; WILLADSEN et al., 
1988; WILLADSEN, 2004). 
As principais vantagens de uma vacina sobre os acaricidas são: agentes não tóxicos, 
menor custo e o desenvolvimento de carrapatos resistentes à vacina ocorre de foram mais lenta, 
quando comparados aos produtos químicos (WILLADSEN, 2004). 
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Embora a taxa evolutiva e a estabilidade imunológica a longo prazo de um determinado 
antígeno de carrapato não possam ser previstas com precisão, a especiação simpátrica 
(divergência genética entre as populações de carrapatos na mesma região geográfica), 
rapidamente é impulsionada pela especificidade imune do hospedeiro (DE MEEÛS et al., 2010; 
PEPPER, 2008). 
Para os vacinologistas, ao almejar uma vacina ideal, a característica altamente desejável 
para antígenos componentes anti-carrapato, é a capacidade de provocar uma resposta imune 
protetora em mais de uma espécie ou gênero desse ectoparasita. Isso teria aplicação prática no 
controle de múltiplos vetores de carrapatos e impulsionaria o controle de carrapatos em países 
com capacidade limitada para desenvolver vacinas contra espécies locais (PARIZI et al., 2012). 
 
2.4.1 Vacina recombinante 
 
A vacina recombinante é produzida por meio de tecnologia de DNA recombinante. Isto 
envolve a inserção de DNA (por exemplo, DNA do carrapato) que codifica porções antigênicas 
(tal como uma proteína de superfície) que estimula uma resposta imunitária. Este antígeno pode 
ser expresso em células bacterianas e depois purificados destas (NATURE, 2018). 
O desenvolvimento e o fornecimento de vacina recombinante podem ser divididos em 
vários estágios consecutivos: a identificação e caracterização de antígenos protetores; a 
produção de antígenos como proteínas recombinantes imunologicamente eficazes e 
comercialmente viável; a apresentação de antígenos no contexto da resposta imunológica 
desejada; a validação do protótipo da vacina em uma situação de campo e, finalmente, sua 
entrega ao mercado. As últimas etapas deste processo serão acompanhadas por muita atividade 
comercial tanto no registro do produto quanto na identificação e desenvolvimento do mercado 
(WILLADSEN, 2004). 
Proteínas recombinantes se mostram bons imunógenos e tem menor chance de perder 
as propriedades imunogênicas de uma proteína nativa, pelo contrário, muitas podem intensificar 
essas propriedades. Um bom imunógeno deve ter como características principais no sistema 
imune: a capacidade de ser internalizados e processados pelas APC, além de ter afinidade pelo 
MHC. Nas proteínas recombinantes, o número de peptídeos que se ligam ao MCH-II é maior, 
quando comparado com o desempenho de proteínas nativas, aumentando a resposta imune 
(BONA et al., 1998). 
A interação de proteínas recombinantes pode ser diretamente ao MHC II e, se estas ainda 
assim forem imunógenos que causam pouca resposta, seja por causa do tamanho ou da meia-
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vida por ser rapidamente degradados por enzimas proteolíticas, estas proteínas podem ser 
associadas a adjuvantes carreadores. Além disso, o MHC-II tem a capacidade de apresentar 
determinantes antigênicos a partir de 30 aminoácidos (ABBAS, 1997). 
 
2.4.2 BmTI 
 
A proteína BmTI pertence a família das proteínas Kunitz (proteases inibidores de 
tripsina) e possuí uma estrutura com modelo amplamente estudado (Figura 3). O carrapato R. 
(B.) microplus tem diversos tipos de inibidores de serina proteinase e essas moléculas são 
distribuídas durante o desenvolvimento de vida do carrapato (VERMEULEN et al., 1988). 
As larvas necessitam de um sistema eficiente para prevenir a resposta de defesa do 
hospedeiro durante a alimentação, e isso pode ser devido a crescente atividade inibitória da 
elastase neutrofílica dos ovos para larvas não alimentadas. A elastase neutrofílica é uma enzima 
importante na migração de leucócitos, fenômeno que ocorre na primeira fase da resposta 
inflamatória (ANDREOTTI et al., 2002). 
 
Figura 1 - Estrutura cristalizada de tripsina complexada com BPTI (inibidor de tripsina 
pancreática bovina) 
 
Fonte: Kawamura et al., (2011). 
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Os primeiros estudos realizados na Austrália, estão datados a mais de 50 anos, com 
isolamento de inibidores de tripsina (BmTI) de R. Microplus. A partir da purificação do inibior 
de tripsina com o tamanho de aproximadamente 18,5 quilodaltons (kDa), obtiveram a 
comprovação de sua ação inibitória sobre tripsina e quimioptripsina nas fases de ovos e larvas em 
R. (B.) microplus. Além disso, foi demonstrado que este inibidor provocava uma reação de 
hipersensibilidade imediata em bovinos e que esta reação era uma resposta imunológica 
específica, sugerindo que esta reação imune poderia ser um fator de resistência dos bovinos ao 
carrapato (VERMEULEN et al., 1988; WILLADSEN; RINDING, 1979). 
Estudos vacinais realizados em Campo Grande, com a proteína recombinante de 
inibidor de tripsina, (peso molecular de aproximadamente 46 kDa) foi nomeada rRmLTI. A 
homologia estrutural com a forma nativa do inibidor de tripsina de larvas foi documentada pelo 
reconhecimento da rRmLTI em Western blotting. Análises de bioinformática das sequências 
parciais de nucleotídeos e de seus aminoácidos indicaram que a rRmLTI assemelha-se a BMTI-
6, que é uma proteína com três domínios Kunitz, presente em ovário e tecido adiposo de 
carrapatos (ANDREOTTI et al., 2012). 
Anteriormente a estes estudos, inibidores de tripsina de larvas de R. microplus 
purificados em sua forma nativa induziram resposta imune protetora em bovinos vacinados de 
73%. Porém quando utilizado somente a forma sintética de um peptídeo derivado da proteína 
BmTI-A, o potencial vacinal foi de apenas 18,4%. Já em estudo com polipeptídeo recombinante 
em sistema de expressão por levedura, foi observado eficácia de 32% (ANDREOTTI et al., 
2002, ANDREOTTI et al., 2007; ANDREOTTI et al., 2012). 
A imunogenicidade da rRmLTI reflete na cinética da resposta imune humoral bovina, 
devido o efeito sobre a taxa de eclosão de larvas de ovos ser significativo. Uma sugestão seria 
a utilização de adjuvantes que pudessem aumentar a eficácia de uma vacina polivalente, 
formulada com inibidores do tipo Kunitz de R. (B.) microplus, potencializando a resposta 
humoral (ANDREOTTI et al., 2012; KUSI et al., 2010). 
No trabalho aqui desenvolvido, foi utilizado o domínio 2 e 3 da sequência parcial de 
nucleotídeos deste inibidor de tripsina (rRmLTI), de larvas de R. (B.) microplus, para fazer 
parte de uma proteína recombinante em sistema de expressão por Escherichia coli, para 
investigar as propriedades imunoprotetoras. 
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2.4.3 Bm86 
 
A proteína Bm86 é uma glicoproteína de 89 kDa, ligada à membrana, localizada na 
superfície das células do intestino em R. (B.) microplus (WILLADSEN et al., 1989). Esta proteína 
é expressa nas células intestinais dos carrapatos fêmeas adultas, em larvas, ninfas, machos adultos 
e ovários de fêmeas adultas ingurgitadas (BASTOS et al., 2010). 
Modelos experimentais como os bovinos, quando imunizados com Bm86, produzem 
anticorpos que reconhecem a Bm86 presente na superfície das células intestinal do carrapato. 
Quando estes ectoparasitas se alimentam com o sangue do animal, esses anticorpos, juntamente 
com o sistema complemento e outros componentes do sistema imune do hospedeiro, causam o 
rompimento das células epiteliais do intestino, ocasionando a opsonização e morte celular 
(GOUGH; KEMP, 1993; WILLADSEN et al., 1989). 
As consequências ao carrapato podem ser: a morte, a redução no número e no peso de 
teleóginas, além de não conseguirem realizar a postura, devido a falta de energia para a 
formação dos ovos. Por consequência, após a vacinação, há uma diminuição na eficiência 
reprodutiva de teleóginas (KEMP et al., 1989). 
Nos primeiros estudos vacinais utilizando Bm86, esta proteína foi isolada, clonada e 
expressa em E. coli. A experimentação vacinal promoveu uma proteção menor que a proteína 
nativa, sugerindo que a ausência de glicosilação na proteína expressa por E. coli fosse a 
responsável por este resultado (RAND et al., 1989). A proteína Bm86 foi então clonada e 
expressa em Pichia pastoris, apresentando, em teste com bovinos, reduções de 50% de peso, 
31% de número e 70% de habilidade reprodutiva de R. microplus que se desenvolveram no 
hospedeiro (RODRIGUEZ et al., 1994). 
A proteína Bm86 foi classificada como antígeno oculto. Antígeno devido a resposta 
imune ser efetiva, e oculta, por estar presente no tubo digestivo do carrapato, mas não entrar 
em contato com o sistema imunológico do hospedeiro (WILLADSEN; KEMP, 1988). Sua 
localização foi descoberta utilizando anticorpo marcado com ouro coloidal, demonstrando sua 
presença na superfície apical de células do intestino do carrapato, com maior concentração nas 
microvilosidades das células digestivas (GOUGH; KEMP, 1993). 
Vacinas baseadas em antígenos Bm86 demonstraram controle efetivo das infestações 
por R. microplus e R. annulatus. Este antígeno também induziu proteção parcial contra R. 
decoloratus, R. appendiculatus, R. sanguineus, Amblyomma cajennense e Hyalomma 
dromedarii (DE LA FUENTE et al., 1998; DE LA FUENTE et al., 2000; DE VOZ et al., 2001; 
RODRIGUEZ-VALLE et al., 2012). 
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Uma vacina experimental foi desenvolvida com base na sequência hortóloga de Bm86 
de R. australis e a proteína recombinante foi expressa em Escherichia coli. O gado vacinado 
apresentou 40,3% menos carrapatos que o gado não vacinado e, o desempenho reprodutivo dos 
carrapatos também foi afetado pela vacina. Os carrapatos que infestaram os animais vacinados 
depositaram 51,2% menos massa de ovos, com diminuição de 18,8% na fertilidade em 
comparação ao grupo controle. O uso da vacina reduziu a população de carrapatos em 74,2% a 
cada geração (HÜE et al., 2017). 
Em Mato Grosso do Sul, foram realiazado estudos com animais vacinados com a 
sequência do gene Bm86-Campo Grande (Bm86-CG), e comparados com a Bm86 nativa e 
Bm95 (proteína homologa à proteína Bm86). Este estudo permitiu caracterizar a Bm86-CG 
com um perfil hidrofóbico mais próximo da Bm95 na região N-terminal e, demonstrou 
comportamento similar a Bm86 na região C-terminal. O antígeno rBm86-CG mostrou eficácia 
de 31% contra a cepa CG de R. microplus utilizada para infestar os bovinos vacinados 
(ANDREOTTI et al., 2008; CUNHA et al., 2012). 
Constatando que ainda não há relatos de eficiência vacinal ao fusionar partes de 
proteínas antigênicas com epítopos para rBmCG e rRmLTI de R. microplus, este trabalho 
buscou desenvolver novos métodos de controle. 
 
2.4.4 Adjuvantes e imunomoduladores da resposta imune 
 
Os adjuvantes são definidos como compostos que podem aumentar e/ou modular a 
imunogenicidade intrínseca do antígeno. O termo adjuvante é derivado do latim adjuvare, ou 
seja, função de promover ajuda. Algumas vacinas como as derivadas de proteínas 
recombinantes, precisam de mais ajuda do que as vacinas bem estabelecidas, para reduzir a 
reatogenicidade (efeito colateral local ou sistêmico no organismo). Essas vacinas têm uma 
composição mais definida frequentemente associada a uma menor imunogenicidade (ULMER 
et al., 2006). 
Os adjuvantes são, portanto, necessários para ajudar vacinas recombinantes a induzir 
respostas imunes potentes e persistentes, com os benefícios adicionais de que menos antígenos 
e menos injeções são necessárias. Além disso, novos alvos vacinais frequentemente requerem 
a indução de respostas, incluindo células T helper e de anticorpos (GUY, 2007; HUNTER, 
2002). 
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Os sais de alumínio são adjuvantes que têm sido mais amplamente utilizados em 
humanos e, são ótimos auxiliares para a produção de anticorpos. Entretanto, em animais de 
produção, esse tipo de adjuvante não é recomendado. Vacinas contendo hidróxido de alumínio 
causam desenvolvimento de granulomas em suínos, devido ao estimulo de produção de IgE, 
causando graves prejuízos (ALLISON; BYARS, 1986; VALTULINI et al., 2005). 
Saponinas são ótimos adjuvantes veterinários, porém estimulam a produção 
predominantemente de resposta Th1, sendo ineficiente para vacinas que necessitam de resposta 
tipo Th2 (GUY, 2007). 
Outros tipos de adjuvantes são os derivados de micro-organismos, como alguns 
componentes bacterianos de Vibrio choleraea (toxina do cólera - CT), e Escherichia coli 
(subunidade B termolábil - LTB). Essas proteínas previnem a indução de tolerância ao antígeno 
específico e levam a uma resposta sistêmica de Imunoglobulina G (IgG) (ELSON; EALDING, 
1984, KATZ et al., 1997). 
A estrutura tridimensional da enterotoxina termolábil de Escherichia coli contém uma 
subunidade A, que é composta de estrutura globular conectada à subunidade B, por uma alça 
sensível à tripsina e uma longa-hélice, cujo C-terminal entra na cavidade central do oligômero 
B (Figura 3) (SIMMONS et al., 2001). 
 
Figura 2 - Estrutura tridimensional da toxina termolábil de Escherichia coli 
 
Fonte: Simmons et al.,. (2001) 
 
Estudos experimentais utilizando modelos murinos que normalmente não montam 
respostas significativas de anticorpos secretores ou sistêmicos a toxina do tétano, demonstraram 
que, se a toxina tetânica for misturada com proteínas CT ou LT, os camundongos prontamente 
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irão soro converter e produzir IgA da toxina antitetânica nas superfícies de mucosas locais, 
modulando a resposta imune nestes animais (DOUCE et al., 1997; XU-AMANO et al., 1993). 
A resposta imune a antígenos heterólogos coadministrados com LTB, está fortemente 
associada a resposta de células Th2 (RICHARDS et al., 2001). Estudos realizados com Herpes 
simplex vírus HSV demonstraram que embora as respostas proliferativas de linfonodos ao vírus, 
após a imunização intranasal usando LTB como adjuvante envolvam a produção de interferon 
(IFN) - γ, os níveis de interleucina (IL) -4 são altos e a resposta do anticorpo é dominada por 
altos níveis de IgG1 e IgA (RICHARDS et al., 2001; WILSON et al., 1993). 
Outro ponto importante é que a LTB desencadeia a produção de interleucina (IL-10) 
enquanto bloqueia a liberação de IL-12 por monócitos. A inibição da IL-12 pode ser um 
importante estímulo na prevenção da ativação de Th1, enquanto a IL-10 pode atuar 
indiretamente para aumentar a reatividade de Th2 (BRAUN et al., 1999). 
As emulsões de óleos minerais são as categorias de adjuvantes que tem sido largamente 
utilizada em animais. Os adjuvantes de óleo mineral são normalmente melhores que os óleos 
não minerais em proteínas recombinantes e demonstraram induzir anticorpos de título elevado 
que persistem por longos períodos de tempo (AUCOUTURIER et al.,. 2001; IYER et al., 2001). 
Ao estudar tipos de adjuvantes, Freund (1951), observou expressivo aumento na 
produção de anticorpos ao incorporar determinantes antigênicos conhecido como adjuvante 
completo de Freund (Freund’s Complete adjuvante - FCA), composto de uma emulsão água 
em óleo e Mycobacterium sp. E o adjuvante sem a adição do microorganismo, chamdo de 
adjuvante incompleto de Freund (Freund’s incomplete Adjuvant - FIA). 
Entretanto, existem diversos relatos sobre as lesões associadas à administração de FCA 
e FIA, como necrose local e resposta inflamatória granulomatosa, com macrófagos cheios de 
óleo ℌfoamyH (BRODERSON 1989; LEENAARS et al., 1994, 1998; STILLS; BAILEY, 
1991; STILLS, 2005). 
Na Nova Caledônia, estudos com três adjuvantes (Montanide™ Gel 01 de polímero 
aquoso, Montanide™ ISA 201 VG feito em água/óleo/água e Montanide™ ISA 61 VG 
água/óleo - Seppic), foram testados em vacinas para gado. Foi comparado a eficácia e segurança 
destes adjuvantes e o adjuvante que obteve título de anticorpos elevado, sem efeitos colaterais, 
foi o adjuvante MontanideTM ISA 61 VG, considerado como o mais adequado dentre os três 
testados para esta vacina (PETTERMANN et al., 2017). 
O trabalho aqui apresentado, utilizou adjuvantes derivados da E. coli (LTB), juntamente 
com Montanide™ ISA 61 VG (Seppic), no intuito de induzir respostas imunes do tipo Th-2 que 
sejam potentes e persistentes.  
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3 OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo geral 
 
Selecionar antígenos candidatos à vacina contra carrapatos Rhipicephalus microplus. 
 
3.2 Objetivos específicos 
 
Para o alcance do objetivo geral foram estabelecidos os seguintes objetivos específicos: 
a) caracterizar por métodos moleculares a proteína recombinante RmLTI-BmCG-LTB 
(Artigo -1); 
b) desenvolver uma vacina baseada na proteína recombinante RmLTI-BmCG-LTB, para 
o controle carrapatos Rhipicephalus microplus (Artigo-1); 
c) verificar por métodos in silico, a possibilidade de criar uma vacina global baseada em 
epítopos conservados da proteína Bm86, contra carrapatos Rhipicephalus microplus 
(Artigo-2). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Estão descritos abaixo os principais materiais e métodos utilizados em dois 
experimentos (Experimento - 1, 2), que geraram a produção de dois artigos publicados. 
 
4.1 Local da realização de cada experimento 
 
O trabalho de produção de proteína recombinante e desenvolvimento do potencial 
imunógeno (Experimento - 1), foi realizado no Laboratório de Microbiologia, Departamento de 
Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas, no estado de Rio Grande do Sul. 
Para a inoculação do potencial imunógeno nos animais, foram realizados na fazenda 
localizada em uma zona rural (33º 31’ 8” S, 53º 22’ 4” O) (propriedade privada), município de 
Chui, no estado do Rio Grande do Sul. Esta localização é considerada uma zona livre de 
infestação por R. (B.) microplus. Posteriormente, para o teste em estábulo com a infestação de 
carrapatos R. (B.) microplus nos animais, foram realizados na fazenda localizada em uma zona 
rural (31º 21′ 54″ S, 51º 58′ 40″ O) (propriedade privada), município de São Lourenço do Sul, 
no estado do Rio Grande do Sul. Esta localização é considerada uma zona que já tem infestação 
por R. (B.) microplus. 
Todos os protocolos utilizados, foram revisados e aprovados pelo Comitê de Ética em 
Experimentação Animal (CEEA nº 4889-2015) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). O 
CEEA da UFPel é credenciado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 
(CONCEA). 
O trabalho in silico (Experimento - 2), foi realizado no Labortório de Biologia 
Moleucular do Carrapato, Departamente de Saúde Animal, Embrapa Gado de Corte, no 
município de Campo Grande, estado de Mato Grosso do Sul. 
 
4.2 Seleção in silico (Experimento - 1) 
 
As sequências aminoacídicas das proteínas Bm86-CG (GenBank: ACA5782), BmTI 
(GenBank: P83606) e LTB (GenBank: ACJ23372), foram utilizados como referêcia para 
desenvolver o gene sintético. Estas sequências foram analisadas utilizando o seguinte software 
de bioinformática: SignalP 4.1 Server, TMHMM Server v.2.0, Predição de Epítopo de 
Anticorpo IEDB, ProtScale e Vector NTI Advance® 11 (EMINI et al., 1985; JAWALE, 2014). 
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Foram seleccionadas regiões codificantes e expostas à superfície da proteína 
recombinante, predominantemente hidrófilas e com um elevado número de epitopos lineares. 
Os locais para as enzimas de restrição BamHI e HindIII foram adicionados entre o gene 
sintético. O ligante (2xSerGly) foi inserido entre cada porção do gene para permitir o 
dobramento adequado da proteína. A estrutura da proteína in silico foi construída usando o 
servidor online Swiss Model (EMINI et al., 1985). 
 
4.3 Seleção in silico (Experimento - 2) 
 
Foram utilizadas ferramentas baseadas nos Complexos de Histocompatibilidade 
Principal (MHC), antígeno leucocitário bovino (BoLA) e modelo murino (antígeno H-2). As 
predições de MHC classe I e II, baseiam-se exclusivamente no antígeno H-2 de modelo murino, 
porque é um modelo animal normalmente usados para rastrear antígenos candidatos antes de 
realizar testes em modelos bovinos (AGUIRRE et al., 2016; CONTRERAS et al., 2016; LEW-
TABOR; RODRIGUEZ-VALLE, 2016).  
Para os parâmetros de predição dos três epítopos analisados, com base nas sequências 
aminoacídicas da Bm86-CG (GenBank:ACA57829), foram utilizados ligantes de MHC de 
classe I, os alelos BoLA-AW10, BoLA-N: 00101 e BoLA-D18. Para os modelos murinos MHC 
I, três alelos foram utilizados (H-2-Qa1, H-2-Dd e alelos H-2-LD). Para a ligação ao MHC de 
classe II murino, os alelos H-2 e H-IAb-2-IAd foram utilizados (VITA et al., 2018). 
Para as demais predições, foram utilizados algoritmos de epítopos lineares para 
linfócitos B, epítopos expostos na superfície da proteína na estrutura terciária, predição de 
hélices transmembrana, predição de regiões proteicas intrinsecamente desordenadas; predição 
de peptídeo sinal e predição de âncoras de glicofosfatidilinositol (GPI) (DOSZTÁNYI et al., 
2005; PIERLEONI et al., 2008; VITA et al., 2018). 
 
4.4 Clonagem, expressão e purificação da proteína recombinante (Experimento - 1) 
 
O gene rRmLTI-BmCG-LTB foi sintetizado quimicamente (GenOne, Brasil). O DNA 
sintético foi fornecido no vetor pAE. No dia anterior à transformação, as estirpes de E. coli 
BL21 (DE3), C41 (DE3) e C43 (DE3) (CDTec-UFPEL) foram semeadas em placas de ágar 
Luria-Bertani (LB) e incubadas a 37ºC. Para transformação, 2 mL de plasmídeo (100 ng/mL) 
foram adicionados ao microtubo de 1,5 mL contendo células quimicamente competentes, 
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seguido pela aplicação do protocolo de choque térmico (DAGERT, EHRLICH, 1979; KUMAR 
et al., 2016). 
As colônias isoladas dos transformantes foram inoculadas em frascos Erlenmeyer de 
250 mL contendo 75 mL de caldo Terrific Broth (TB) ou 2x extrato de levedura-triptona (2xYT) 
ou Luria-Bertani e incubado a 140 rpm por 16 h, 30° C (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). 
Cada pré-inóculo foi expandido em dois tipos de culturas na proporção de 1:20. O 
primeiro com 500 mL de meio de cultura (TB, LB ou 2x YT) em frasco Erlenmeyer de 2 L, e 
a adição do pré-inóculo foi seguida por crescimento em agitador orbital. O segundo pré-inóculo 
foi expandido em biorreator de fermentação (B. Braun Biotech). Neste último caso, utilizou-se 
1 L de meio de cultura TB ou 2x YT.  
Para cada fermentação em biorreator, a taxa de arejamento foi mantida a 2,5 vvm, e a 
temperatura foi de 30ºC com agitação a 450 rpm. Para o crescimento do inóculo em agitador, a 
cultura foi mantida a 180 rpm e 30ºC. Quando necessário, a formação de espuma foi controlada 
pela adição de antiespumante (Silicone Antifoam-Sigma-Aldrich, SP, Brasil) em uma diluição 
final de 1:1000 em ambos os procedimentos. A expressão da proteína recombinante foi 
realizada utilizando um método previamente descrito (LESSARD, 2013). 
A proteína recombinante foi purificada usando coluna HisTrap (5 mL; GE Healthcare 
Life Science, Bio-Science Corp. Piscatway, EUA) em sistema de purificação ÄKTA (GE 
Healthcare Bio-Science Corp. Piscatway, EUA) de acordo com as recomendações do 
fabricante. 
 
4.5 Desafio do potencial imunógeno em teste de estábulo (Experimento - 1) 
 
Para todos os experimentos, foram utilizados dois grupos (tratado e controle), de quatro 
novilhas Angus (3 ± 6 meses de idade). A inoculação da proteína recombinante foi realizada 
via injeção intramuscular com 200 μg de proteína adjuvada com Montanide™ ISA 61 VG 
(Seppic) em proporção de 60/40 (v/v) de adjuvante/proteína em volume de 2 mL por dose. As 
injeções foram realizadas três vezes em intervalos de 15 dias (VARGAS et al., 2010). Os outros 
quatro animais serviram como grupo controle. 
Foram colhidas amostras de soro de cada animal antes da imunização (dia=0) e depois 
(dia=15, dia=30 e dia=60). Para o desafio, os animais foram transferidos para uma propriedade 
particular rural no município de São Lourenço do Sul - RS e realocados em estábulos 
individuais. Vinte e um dias, após a última injeção, os animais foram desafiados com 15.000 
larvas de R. (B.) microplus depositados no dorso, em três aplicações ao longo de uma semana. 
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As coletas de carrapatos foram realizadas diariamente, à medida que as fêmeas ingurgitadas 
começaram a se desprender espontaneamente dos animais. Amostras de carrapatos foram 
levadas ao laboratório, pesadas e incubadas a 29ºC e 85% de umidade relativa até que a postura 
dos ovos estivesse completa. Massas de ovos foram pesadas e incubadas para determinar a taxa 
de eclosão, ou seja, a fertilidade. 
 
4.6 Alinhamento das sequências e construção de árvore filogenética (Experimento - 2) 
 
A sequência de proteína Bm86-CG (GenBank: ACA57829) e as três sequências de 
epítopo preditas foram alinhadas e comparadas com as sequências disponíveis no banco de 
dados GenBank, utilizando o programa BLASTp. Dessa forma, construiu-se um banco de dados 
com todas as sequências similares obtidas da análise. O programa MEGA 6.0 foi aplicado para 
alinhar as sequências retiradas do GenBank usando modelo de matriz Gonnet (TAMURA et 
al., 2013). 
As análises filogenéticas bayesianas foram realizadas pelo programa MrBayes 3.2.6 
(RONQUIST; HUELSENBECK, 2003). Para a análise dos aminoácidos, foi utilizado o modelo 
de Dayhoff (DAYHOFF et al., 1978). Para o conjunto de dados usado neste estudo, 
aproximadamente 500.000 gerações foram consideradas suficientes para topologia das árvores 
filogenéticas e estas, foram plotadas usando o programa FigTree 1.4.2 (TREE BIO, 2016). 
Essas topologias foram usadas para gerar uma árvore consenso representando a 
probabilidade posterior de clado (1 = 100%). Nenhuma edição manual foi realizada. Os clados 
de R. microplus - TAILÂNDIA (KAEWMONGKOL et al., 2015), R. appendiculatus 
(KAMAU et al., 2011; NIJHOF et al., 2009), R. decoloratus (CANALES et al., 2008, 
ODONGO et al., 2007) formaram grupos com colapsos (triângulo nas árvores). Espécies 
Hyalomma detritum (AEK31101), H. detritum (AEK31102) e H. anatolicum (ACD14076) 
foram utilizadas como grupos externos para as análises filogenéticas. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Estão descritos, nesta seção, resultados e discussão sistematizados em forma de artigos 
científicos, já publicados (Artigo - 1, 2). 
 
5.1 Artigo - 1 
 
 
 
33 
 
 
 
  
 
34 
 
 
 
  
 
35 
 
 
 
  
 
36 
 
 
 
  
 
37 
 
 
 
  
 
38 
 
 
 
  
 
39 
 
 
 
  
 
40 
 
 
 
  
 
41 
 
 
 
  
 
42 
 
 
 
  
 
43 
 
 
 
  
 
44 
 
 
 
  
 
45 
 
 
 
  
 
46 
 
 
5.2 Artigo - 2 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Foi possível selecionar os antígenos contra o carrapato Rhipicephalus microplus, além 
de caracterizar e desenvolver uma proteína recombinante com os antígenos selecionados. A 
expressão da proteína recombinante rRmTI-CG-LTB foi otimizada em meio de cultura TB com 
rendimento de 10 mg/L-1 de meio. Os determinantes antigênicos foram retidos na proteína, que 
se mostrou promissora como um imunógeno protetor. O alto desvio padrão apresentado no 
número e peso de carrapatos são dados preliminares que sugerem proteção (55,6%). No entanto, 
isso precisa ser melhor avaliado em estudos futuros. 
Na expectativa de que uma vacina com eficácia superior às vacinas já comercilaizadas 
anteriomente, fez-se necessária a busca por mais do que um antígeno. A vacina produzida neste 
trabalho pode, juntamente com acaricidas, ser utilizada em programa de controle integrado 
contra o carrapato, de uma maneira rentável e com uso mínimo de produtos químicos. 
Para responder a pergunta se é possível uma vacina global contra o carrapato R. 
microplus, conclui-se que as análises in silico da sequência aminoacídica da proteína Bm86-
CG da população brasileira de R. microplus, ao serem comparadas com as sequências de Bm86 
de outras populações de carrapatos ao redor do mundo possibilitaram obter três epítopos 
isolados da proteína Bm86-CG. 
Considerando a extensão de toda sequência e o polimorfismo funcional observados entre 
cepas de R. microplus de diferentes regiões geográficas, pode-se concluir que é sim possível a 
obtenção de uma vacinação efetiva contra esses carrapatos bovinos usando um único antígeno 
universal baseado em Bm86. 
Cabe também fazer uma crítica aos processos vacinais que se utilizam apenas de 
proteínas antigênicas de carrapatos. Novas ferramentas com potencial poliantigênico, como os 
estudo de tranfecção, poderiam utilizar antígenos de carrapatos e antígenos dos patógenos 
transmitidos por estes. Dessa forma, gerariam não somente potenciais vacinais, mas 
conhecimento aprofundado das vias de tráfego e mecanismos da respostas imune do hospedeiro. 
Em geral, o uso de dados do genoma em conjunto com novas abordagens relacionadas 
à transfecção e ao genoma, serão fundamentais para fechar as atuais lacunas do conhecimento 
em direção a melhor compreensão da biologia desses organismos, essas novas abordagens 
experimentais provavelmente serão as chaves que levarão ao desenvolvimento de métodos 
aperfeiçoados de controle.  
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